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本研究 で は l こ れ ま で ペ ン タ ガ ス トリ ン お よび ヒ ス タ ミ ン の 単独刺激 に 対 して , 胃酸分泌量
が不 安定であ っ た 単離湾流
ラ ッ ト胃 シ ス テ ム を 改良 し, こ の 改良 シ ス テ ム を 用 い て ,
ペ ン タ ガ ス ト リ ン お よび ヒ ス タ ミ ン 刺激に よ る胃酸分泌量 , 腸 ク ロ
ム 親和性様細胞(e nter o chro m affin
-1ike c e11･ E C L) よ り放出され た 門脈血中の ヒ ス タ ミ ン 軋 お よ び ホ ス ホ ジ
ュ ス テ ラ ー ゼ
(pho sphodie ster as e)の 阻害剤イ ソ プ チ ル メ チ ル キ サ ン チ ソ (isobutyl m
ethylx a nthin e･ IB M X)に よ り上 昇する cA M P量と ペ ン
タ ガ ス ト リ ソ と の 関係 に つ い て検 討 した . 本研 究 で ほ ▲ 血 管床湾流液 の Ca
2十 濃 度を 1･12m M に 調整 し 一 コ ロ イ ドと し て
ca2
･
結合能を 持た な い デ キ ス ト ラ ン T 70(de xtra nT70)を 用い た ･ こ の 結果 ,
ペ ソ タ ガス ト リ ン ある い は ヒ ス タ ミ ン 単独刺激
に 対 して , 胃酸分泌量は 用 量依存性 に 増加 した ･ 0･52nM の ペ ソ タ ガ ス ト リ ン 刺激で は , 単独投与の 場合と
50pM の IB M X を
併用 した場合 で は . 胃酸 分泌量は そ れ ぞれ 8･0±l胤 74･2 土2伽 m 〟br であ り∫ 9倍に 増加 L た･ また 軌
M の ヒ ス タ ミ ン 刺
激 で は ▲ 単独投与 の 場合と 50pM の IB M Xを 併用 した場合 で は , 胃酸分泌量 はそ れ ぞれ 1 8
･4±3･8, 13･4×1 0
)j=9･5pm ol/hr で
ぁり , 8倍 に 増加 した ･ 5･2nM の ペ ン タ ガ ス ト リ ソ と 5勒 M の ヒ ス タ ミ
ン を , 同時に 投与 して 刺激 を 加えた 場合の 胃酸分泌
量は 20.9土8.8pm ol/hr で あり , 500pM の ヒ ス タ ミ ン 単独投与の 場合の 胃酸分泌量 24･8 ±6･3pm ol/hr と 同等で あ っ た
･ ま た
0.52nM の ペ ン タ ガ ス トリ ソ 刺激に よ り E C L細胞か ら門脈中に 放出 され た ヒ ス タ ミ ン 量は ,
ペ ン タ ガ ス ト リ ソ 単独投与の 場合
46.6 士5.1n m ol/hr で あ り, 50pM の IB M X を併用 した 場合の 47･9 土6･9n mol/hr と 同等 で あ っ た ･ 以上 の ご とく 本研究で は ,
ペ ン タ ガ ス トリ ソ お よ び ヒ ス タ ミ ン の 単独刺激 に 対 し , 安定 して 胃酸分泌 を起 こ す単離湾流ラ ッ ト胃 シ ス テ
ム を確立 で きた ･
こ の シ ス テ ム に おい て , IB M X ほペ ソ タ ガス ト リ ン 刺激に よ る E C L細胞か らの ヒ ス タ ミ ン 分泌に は 影響 を与 えず ,
ペ ン タ ガ
ス トリ ソ 自身 に も ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ ー ゼ 阻害作 用 はな い こ と が 明らか に な っ た ･ 本 シ ス テ ム は ,
ペ ソ タ ガ ス ト リ ン や ヒ ス タ ミ
ン な どの 消化管 ペ プ チ ド研究 な有 用な , 胃酸分泌 を行う モ デ ル と して 確立 された ･ ま た これ らの 結果よ り ∫
ペ ン タ ガ ス ト リ ソ
に よ る胃酸分泌 の メ デ ィ ェ ー タ ー が ヒ ス タ ミ ン で ある こ とが 示唆 され た ･
Key w℃rds 胃酸分 臥 単離濯流 ラ ッ ト胃 シ ス テ ム , ペ ン タ ガ ス ト リ ン ! ヒ ス タ ミ
ン
, ホ ス ホ ジ ュ
ス テ ラ ー ゼ
ガス ト リ ン は E dkin s
l)に よ っ て 命名 され た胃前庭部か らの 胃
酸分泌刺激物質で あ り, 食物の 胃内貯留に よ り , そ の 分泌 が促
進される こ とが 明 らか に な っ て い る
2)3)
. また ヒ ス タ ミ ン も強力
な胃酸分泌刺激物質であ り
4)
, 胃壁細胞上 の ヒ ス タ ミ ン 受 容体
が ヒ ス タ ミ ン ー2(H2) 亜 型で あ る こ と が解 明 され て 以来
5)
, そ の
受容体阻害剤の 開発 に よ り , 消化性潰瘍 の 治療は飛躍的に 変化
した . さ らに ガ ス ト リ ン の 胃酸分泌作用 は ヒ ス タ ミ ン を介する
とす る 考 え が 有力 で あ が . ま た ヒ ス タ ミ ン 含有細胞に つ い
て , 従来 は肥満細胞 である と考え られ て きた が , ラ ッ ト で は腸
ク ロ ム 親和性様細胞(e nter o chro m affin-1ike cell, E C L)で ある と
されて い る ト10). また 種 々 の 生物 に お い て , E C L細胞 が ヒ ス タ
ミ ン を合成する こ とが 明 らか に な っ て お り
l 川2)
,
ヒ ト に お い て
も E C L細胞が ヒ ス タ ミ ン を介 して 胃酸分泌機構 に 重要な機能
を果た して い ると考 え られて い る
11)12)
こ れ ま で胃酸分泌機構 の 解明の た め に , 単離胃腺
13)
や 単離壁
細胞11)15) を 用い た胃酸分泌 モ デ ル や , 単離准流胃 シ ス テ ム が 試
み られ て きた が
】6- t8)
,
い ずれ の シ ス テ ム に お い て も 分泌 され る
胃酸は わ ずか で あ り, 胃酸分泌量に つ い て 検討する こ と ほ 不 可
能 で あ っ た . しか し ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ
ー ゼ (pho sphodiester as-
e) の 阻 害剤 で あ る イ ソ プ チ ル メ チ ル キ サ ン チ ン (isobutyl




ヒ ツ ジ 赤血 球を 馴 ､ た 単離潜
流 ラ ッ ト胃 シ ス テ ム で ば
1)
, IB M X とペ ン タ ガ ス ト リ ソ 刺激 に
ょ り胃酸分泌を得 る こ と に 成功 した . IB M X は壁細胞 に おい て
細胞内の 二 次伝達物質である cA M Pの 分解を 妨げ, 壁細胞内
信号伝達が継続 して 行わ れ る こ と に よ っ て , 胃酸分泌が克進す
る と考え られ て い る . しか しIB M X を 用い ない 場合は , 胃酸分
泌量ほ少量でありか つ 不安定で ある た め
22)
,
こ れま で 全く検討
され て お らず, IB M Xを 用い な い シ ス テ ム の 開発が検討 され て
きた .
ヵ ル シ ウ ム イ オ ン (Ca
2 +)は , ガ ス ト リ ソ 分泌刺激や胃酸分泌
刺激 に 用い られ るな ど, 胃酸分泌機構と深く関係 して い る こ と
平成 5年3月 1 日受付, 平成5年 5月10 日受理
A bb,｡ Viati｡n S ‥E C L, e nt｡,O Chro m af 鉦Iike; H2, hista min e
-2; H D C, histidin edec arbQXy!ase-;IB M X, isobutyl
m ethylxanthin e; P A P, perO Xidas e
-a nti- pe r O Xidase; RIA･ r adioim m u n oass ay
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が 明 らか に な っ て い る賀 ～ 27). 従 っ て , 単離潅流 ラ ッ ト 胃 シ ス テ
ム に お い ても , 胃 血管床湾流液中の Ca2+ 濃度 を 一 定 に す る 必
要がある と考 え られる . こ れ ま で 濯流液の コ ロ イ ドと して ウ シ
血清ア ル ブ ミ ン が 用い られ て きた . しか しウ シ 血清ア ル ブ ミ ン
添加濯流液 の Ca
2 +
濃度 に ほ , か な りの ば らつ きが あ る こ とが
報告 されて い る2T) . こ れは ア ル ブ ミ ン に Ca2 十結 合能 が ある た め
と され る. 本研 究で は , 潅流液の コ ロ イ ドと して Ca2 +結合能を
持た な い デキ ス トラ
◆
ン T70(de xtra nT 70)を用 い る こ と で潅流
液内 Caヱ+ 濃度 の 安定化を は か り , ペ ン タ ガ ス ト リ ン , ヒ ス タ ミ
ン の 単独刺激 に対 し有効な胃酸分泌を起 こ す単離潅流 ラ ッ ト胃
シ ス テ ム の 開発 を行 っ た . さら に こ の シ ス テ ム に お い て , ペ ン
タ ガ ス ト リ ソ が ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ ー ゼ 活性に影響 を及ぼすか ど
うか , さ らに E C L細胞か らの ヒ ス タ ミ ン 放 出が , ホ ス ホ ジ ュ
ス テ ラ ー ゼ阻害剤 で あるIB M X投与に よ り上 昇す る cAM P浪
度に 影響 され るか 否か を 検討 した . ま た これ ら の 結果か ら , ペ
ソ タ ガ ス ト リ ソ に よ る胃酸分泌に お ける ヒ ス タ ミ ン の 作用に つ
い て検討 した .
材料お よび方法
Ⅰ . 実験動物 と方法
ウ ィ ス タ ー 系雄性 ラ ッ ト 200- 300g(平均250g)を 用 い , 後
述する 単離濯流胃 シ ス テ ム を 作製 して 検討 を行 っ た . 以下の 4
種類の 方法 で単離准流胃か らの 胃酸分泌量, お よ び ヒ ス タ ミ ン
分泌量の 検討を行 っ た .
1 . ガ ス ト リ ン 投与群
胃 血管床准流液 に , ペ ン タ ガ ス ト リ ン を 0.26nM か ら
5.2nM の 間の 種 々 の 濃度 で添加 した .
2 . ヒ ス タ ミ ン 投与群
Tota]]y is olated, V a S C ularly pe rfu s ed r at sto
'
m a ch sYStem .
Lu min al pe rfus ate
←
Po rtal v ein
0
山
Va s c ular
effule nt
M e mbra n e





P P: Pe ristaltic pu mp
←
Va s c ula r
Perfu s ate
Va s c ula r pe rfu s ate
Krebs - Ringer bic a rbo n ate buffe r
(K R B B)
+ De xtr a n T 7 0 4 0m g/ mI
+ G[u c o s e5m M
+ PYru V ate 5m M
+ Ca2 +1.1 2m M
Ovin e e rYthro cytes (1 0% v ol/v ol)
Fig･1･ Sche m atic vie w ofthe totallyisolated, V aS C ularly perfu s ed r at sto m a ch syste m. Sto m a ch w a sis olated a nd tr a n sferredto
a n orga nbath filled with Kr ebs- Ringerbica rbo n ate buffer(K R B B). T he v a s c ularbed w a sperfu s ed thro ugh a n arterialcatheter
fro m abdo minal aorta a nd c elia c a xis with K R B Bc o ntaining a nio niz ed c alciu m c o n c e ntratio n of l.12m M (at pH 7.25), 5 m M
glu c o s e. 5･m M p yru v ate. 40m g/ml de xtra nT 70as c olloid, a nd lO %(v oVv ol)fr esh, W a Shed ovin e erythro cyte s. T he v a sc ular
bed w a sperfu s ed at a r ate of 2 ml/min by peristatic pu mp (P P), a nd v a s c ular pe rfu sa.te w asga.s sed with O2(96 %) and
C O2(4 %)u sing a m e mbra n e o xy ge n ato r. The ga stric lum e n was perfu sed at a rate of l ml/min with dist lled w ater(pH 7･0)
ga ss ed with lOO % 02. A llpe rfu s ate a nd the o rga n bath w er ekept at 37℃. T he v as c ula r efflu ent w a s c o11ected in six
l O, min ute po rtio n sthro ugh a portal v ein drain age tube, a nd c e ntrifugated 2×1 0
3
rpm/min for lO mim te at 4 ℃. The
S uper n at nt W e rek 6pt fr o畠e nv20 ℃u ntil histamin e a n alysis･
,
T he lu min al efflu e nt w a s c olle cted in six lOT min ute portio n s
thr o ugh a p ylo ric drinage tube, and a cido utput
-
w er edete r min ed by titratio nto pH 7.0 with lm M NaO H.
ラ ッ ト胃湾流 シ ス テ ム と胃酸分泌刺激 に 関する実験
胃血管床濯流液に , ヒ ス タ ミ ン を 5〃M から 50恥M の 間の
種々 の 濃度で 添加 した ･
3 . ヒ ス タ ミ ン 50恥M 単独刺激 , ま た は ヒ ス タ ミ ン
50恥M とペ ン タ ガ ス ト リ ソ 5･2nM の 併用 刺激を行 っ た ･
4 . 0.52nM の ペ ン タ ガ ス トリ ン ま た は 5恥 M の ヒ ス タ ミ ン
に , 5恥M の IB M X を併用 した ･
それ ぞれ の 薬物濃度に 対 して , 6匹の ラ ッ ト を用 い た ･
‡ . 単離濯流胃 シ ス テ ム の作製
単離濯流胃 シ ス テ ム の 作製 は以下の よう に 行 っ た ･ ラ ッ ト は
24時間の 絶食後 , 0.75mg ず つ の ウ レ タ ン (ur etha n e) を腹腔内
およ び皮下投与 に よ っ て 麻 酔 し開腹 した , 胃 の 単離 と 濯流 は
Short ら
21)
, お よ び Klev ela nd ら
22)28)29)の 方法 に 従 っ た . すな わ
ち腎下部大動脈よ り カ テ ー テ ル を挿入 し, 横隔膜直下の 大動脈
を結致 した の ち , 腹腔動脈よ り胃 を濯流 した . 肝十二 指腸靭帯
を結染 した 後, 門脈 に カ テ
ー テ ル を 挿 入 L て濯流液を 回 収 し
た . また 胃内腔粘膜面 の 港流に は 食道 , お よ び幽門輪直後 の 十
二 指腸 に そ れ ぞれ カ テ ー テ ル を挿 入 して行 っ た 一 門脈, 及び 十
二 指腸の カ テ ー テ ル よ り 回収 した 2種類 の 濯流液は , 10分 ごと
の 分画液を フ ラ ク シ ョ ソ コ レ ク タ ー に よ り採取 した (図1).
Ⅲ . 血 管床濯流液の作製 と湾流法
血管床准流液ほ Sa ndvikら抑 の 方法に 従い 作 製 した . すなわ
ち Kr ebs-Ringer 重炭 酸緩衝液 に 1.12m M の Ca2
十
(pH 7･25),
5m M の ブ ドウ糖 , 5m M の どル ビ ン 酸塩 , お よ び 40mg/mIの
デキス ト ラ ン T 70 を加えた後 , pH 7.4 に 調整 した . こ れ に 新鮮
なヒ ツ ジ洗浄赤血球を酸素担体 と して1 0% 加え , 膜型酸素供給
装置を用い て96% 02, 4 % C O2を 供給 した . 粘膜濯流液 に は pH
7.0 に 調整 した 蒸留水 を用 い , 100 % 02を送気 した . 濯流液ほ ペ
Pe ntaga strin o rhista min e
stim uIatio n witho ut IB M X
Pentagastrin or hista min e
stim uLatio n with 旧M X
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リ ス タ ポ ン プ (peristaltic pu mp, PP) を 用 い て , 血 管 床 は
2ml/min で , 粘膜面は 1mVmin に て そ れ ぞれ潜流 した . 胃は全
摘後 , 直ち に Krebs-Ringe r重炭酸緩衝液を満た した 容器 に 懸
垂 した . 潜流液 , お よ び懸垂 容器ほ37 ℃に 維持 し, 濯流液ほ再
循環 させ ず, 1回 の み使用 した . また , 次の よ うな こ と が 判明
した場合に は検討対象か ら除外 した . すな わ ち , 血 管床湾流液
中に 空気が混入 した 場合 , 濯流液 の 中断が起 こ っ た場合 , 懸垂
容器内や胃内腔 に 血 管床催流液の 逸脱が み られ た場合 , お よ び
胃内腔 に 食物 な どが 残存して い た場合 で あ る.
Ⅳ . 胃酸分泌量の測定
採取 した 粘膜濯流液を , 常温下に 1m M の NaO Hを 用 い て
pH 7.0 ま で滴定 し, 胃酸分泌量を測定 した .
Ⅴ . ヒス タ ミン の 測定
採取 L た血 管床濯流液は , 4 ℃ 2×103rpm/min に て1 0分間
遠心 後 , 上 帝を 採取 し , ヒ ス タ ミ ン ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
(radioim m u n o- aSSay. RIA) に 供す る まで - 20℃ に て 凍結保存
した . ヒ ス タ ミ ン RIAキ ッ ト は 0.lnM の 感度 を持ち , 内部評
価分析の 分散 は 25nM の ヒ ス タ ミ ン を 用 い た 場合 , 6.1 % で
あ っ た . ま た ヒ ス チ ジン , お よび t- メ チ ル ヒ ス タ ミ ン に 対する
交差反応ほ無視できるもの で あ っ た
3-)32)
Ⅵ . 基礎分泌量の測定 と胃酸分泌刺激法
基礎分泌量は外因性の ペ ン タ ガ ス ト リ ン , お よ び ヒ ス タ ミ ン
刺激 の ない 状態, すな わち 血 管床海流液 の みの 港流で 分泌 され
て い る胃酸分泌量 , お よび ヒ ス タ ミ ン 量と した .
ま た ペ ン タ ガ ス ト リ ソ お よ び ヒ ス タ ミ ン よ る胃 酸分泌刺激
は , 40分間の 洗浄時間 (w ash o ut pe riod) 後, 60分間行 っ た .
IB M X を併用する場合は , 20分間の 洗浄時間後, 実験終了 まで
0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0min
Fig･ 2. In v e stigativ epr oc edur e a s afu n ctiontim e of perfu sio nperiod O
- 100min･ In both e xperim e nts Krebs
- Ringerbic arbo n ate
buffer co ntaining o vin e erythro cyte s w a s perfu sed c ontin u o u sly･ In the fir st e xpe rim e nt (upper pa n el)･ r at StO m a Ch w a s
stim ulated with v ario u s c o n c e ntr atio n of pe ntagastrino rhista mine alo n efo r60 min ute s･ In the s e c o nd e xperim ent(lo wer
･pa n al);･5 &FEM !iscrbLutyl m ethylx a n地in e､印B M X)･ W er eaddedい tO the v ascular perfu岳ate io r7■ 紬 m htIte畠∴a nか stdm 紀h w as
Stim ulated with peh tagastrin orhista min e c o n c o mita nt with IB M Xfor60 min utes･
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の80分間 50J血Ⅰ の IB M Xを 加え て 刺激を 行 っ た ( 図2).
Ⅶ . 坑 ヒス タ ミ ン抗体を用 い た 免疫組織学的検討
胃に おけ る観織中の ヒ ス タ ミ ン の 局在 に つ い て は , ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 抗 ペ ル オ キ シ ダ q ゼ 法 (per o xida s e- a.ntipe ro xida s e,
P A P)瑚 に よ る組織化学染色を行 い 検討 した . 一 次 抗体 と して
CHEMIC O N社製ケ サ ギ抗 ヒ ス タ ミ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
(Te m e c ula., C A, U S A)を 用い , dia min obe n zidin e(D A B)に て 発
色 させ た .
Ⅶ . 実験材料
ペ ン タ ガ ス ト リ ン (Pepta vlon⑧) は ICI-P har m a社 製
(Ma cclesfield, U K), デ キ ス トラ ソ T 70 は Phar ma cia A B社製
(Upps ala, Sw ede n),IB M X等 そ の 他 の 薬剤 は Sigm a chemic als
Co. 社 製 (St. Lo uis, Mo. U S A) を 用 い た . ヒ ス タ ミ ン RI A
キ ッ ト は Im m u n ote ch 社 (Ma rs eilles, Fr a n c e) の 市 販 車 ッ ト
を , ペ リ ス タ ポ ン プ は P harrn a cia 社製(Upps ala, Sw eden)を用
い た .
Ⅸ . 統計学的検討
胃酸分泌量 , お よ び ヒ ス タ ミ こ/ 分泌 量ほ ▲ 平 均 士 標準誤差
(m e anj=S E M) で表 し, 各測定値の 検定 に は ウ ィ ル コ ク ソ ン の
順位和検定(W ilco x o n r ank- Su mte St) を用 い て 評価 し , 危険 率
5%以下を有意差あり と判定 した .
成 席
Ⅰ . 胃酸分泌量 の検討
1 . ペ ソ タ ガ ス ト リ ン 刺激に 対す る胃酸分泌反応は , 基礎分
泌量の 2.8 士0.5〟m Oレhr か ら 用量依存性 に 胃酸分泌量が増加
し, 1.04nM で は 1 2.O j=2.5pm ol/hr の 最大分泌量を示 した . し
か しそ れ以上 の 濃度で は 胃酸分泌量ほ増加 しなか っ た (図 3).
2 . ヒ ス タ ミ ン 刺激に 対する反応は , 基礎分泌量か ら用量依
存性の 反応を 示 し , 50恥M で ほ最大分泌量 24.8 土6.紬 m ol/hr
を 示 した . しか しそ れ 以上 の 濃度で ほ , ヒ ス タ ミ ン の 血 管透過
性克進作用 に よ る鼠織の 浮腫の ため , 血 管濯流液 の 胃内腔 へ の
逸脱が 生 じ, 胃酸分泌量は測定不能 とな っ た ( 図4).
3 . 5.2nM の ペ ソ タ ガ ス ト リ ソ と 500〟M の ヒ ス タ ミ ン を 同
時 に 投与 し , 最 大刺激を行 っ た 場 合 の 胃酸分泌量 ほ 20.9士





















0 0.26 0.5 2 1.04 2.08 5.20
Pe ntagastrin c on c e n t ra io n(nM)
Fig. 3. T he effe ct of pe ntaga strin o n a cido utput in the
totallyis olated, V a SC ularly perfu sed rat sto m a ch. In cr e a s-
ing do se s of pe ntaga strin w er eperfu s ed v a s c ularly･
Re s ults are e xpre s sed a s mea n士S E M. fr o m six e xperim
-
e nts at e a ch c o n c e ntr atio n. Signific a n ce of diffe re n c es
fr o mbaselineisindic ated by､*(p< 0. 5),
等 (24･8士6▲3〝m Ol/hr) で , 有意差ほ み られ な か っ た (図5),
4 . IB M Xを 併用 した場合 の 胃酸分泌量ほ , 0.52nM の ペ ン
タ ガ ス ト リ ン 刺激 で は 74･2土2伽 m ol/hr と , 併用 し な い 場合
(8･0 土1･録 m ol/hr) に 比 べ 約 9 倍 に 増加 し た ( 図6). ま た
5恥 M の ヒ ス タ ミ ン 投 与 で は l IB M Xの 併 用 に よ っ て
13･4×10
1
士9･5pm ol/hr と , 用 い な い 場合(1 8 A 土3.8pm ol/hr)に
此 し約 8倍 に 増加 した (図 7).
Ⅰ . 門脈血 中 ヒ ス タミ ン丑 の検討
門脈血中 の ヒ ス タ ミ ン 量は 1 0･5 2nM の ペ ン タ ガ ス ト リ ン 単
独刺激時 に は 4 6. 士5.1n m oI/hr で あり , 0.52nM の ペ ソ タ ガス
ト リ ン に , 5恥M の IB M Xを 併用 し た 場合 に ほ 47.9 ±6.9
n m ol/hr で あ っ た . すな わ ち , IB M Xの 存在 に 関わ らず門脈血





















Hista mine c?n C e ntratio n (p M)
Fig. 4. T he effe ct of hista m ln e O n a Cido utputin thetota11y
is olated, V a SC ularly perfu s ed ratsto m ach. In cr e a sing dos es
Of histamin e were perfu s ed v a sc ularly. Re s ults are
pr es e nted as means士S E M fr o m six e xperim ents at ea ch
C O n C e ntr atio n. Signific a n c e of differ e n c esfr o m ba selin e




















Hi$ta min e 5 0 0p M Histamin e 5 0 0LI M
alo ne + pentaga strin 5 .2n M
Fig. 5. T he effe ct of pe ntaga strin o nthe histamine stim u
-
latio n of a cido utputin the pe rfu s ed r at sto ma ch. 500FLM
histamint Ta Sperfu s ed alo n e(1eft) orin c o mbin ation wi
th
5.2 nM pentagastrin(right). Acid o utputis e xhibited as
m e a n土S E M fr om six e xperim e nts ea.ch.
ラ ッ ト胃濯流 シ ス テ ム と 胃酸分泌刺激に 関す る実験
Ⅲ . 組織学的検討
ラ ッ ト胃に お ける ヒ ス タ ミ ン の 局在を , P A P法 に よ り示 す
が , ヒ ス タ ミ ン は E C L細胞内に 認め られ , E C L細胞内で は細
胞質内に 局在 して い た (図9)･
考 察
本研究では 単離港流 ラ ッ ト胃 シ ス テ ム を作製 し, ペ ン タ ガ ス
ト リ ソ の 単独刺激に よ る胃酸分泌量 と , ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ
の 阻害剤で ある IB M X とペ ソ タ ガ ス ト リ ソ を 併用 した 場合の




















Pe ntaga strin O.5 2nM Pe ntaga strin O .5 2nM
alo n e 十 IB M X 5 0い M
Fig.6. T he effe ct of IB M Xo nthe pe ntaga strin stim ulatio n
of a cido utput in the perfu s ed r at sto m ach･ 0･52nM
pe ntagastrin w a sperfu s ed alo n e(left) orin c o mbin atio n
with 50pM IB M X(right). Acido utput is e xhibited as
m e a n土S E M fr o m six e xperim e nts e a ch. Signific a n c e of


















Histamin e 5 0LI M Histamin e 5 0p M
alo n e + 旧M X 5 0ド M
Fig.7. T he effe ct of IB M Xo nthe hista min e stim ulatio nof
a cido utputin the perfu sed r at sto m a ch. 50pM hista min e
W a Sperfu s ed alo n e(1eft) o rin co mbin ation with 50pM
IB M X(right). Acidoutput is e xhibited as m e a nj:S E M
fr o msix e xperim e nts e a ch. Signific a n c e of differ e n c eis
'､indic ated by *(p< 0.05).
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刺激の み で 胃酸分泌を安定 して 行う胃液流 シ ス テ ム ほ報告され
て い な い . これ に 対 しIB M Xに 関 して Kle v ela nd ら は22)2 嘲, 同
様 の ラ ッ ト胃液流 シ ス テ ム に お い て IB M X が胃酸分泌能の 感
受性を良好 に す る こ とを示 し, ペ ン タ ガ ス ト リ ン 刺激 に よ る不
安定な胃酸分髄量が , IB M Xを 用い る こ とに よ っ て安定する と
述 べ てい る . しか しIB M Xを用 い な い 場合 は , 胃酸分泌量が少
量で あり , か つ 不 安定で あるた め , これ ま で実験結果を検討す
る こ とは 困難であ っ た . 本研究で は IB M X を用 い る こ と なく ペ
ン タ ガ ス ト リ ン の み の 刺激を行う こ と に よ っ て , 用量依存性の
良好な胃酸分泌反応を得 る こ とが で きた (図3).
カ ル シ ウ ムイ オ ン (Ca2 十)が胃酸分泌機構 に重要 な役割を果
た して い る こ と は以前よ り知られ て い る之3 ､ 抑 . ガ ス ト リ ソ 刺激
に よ る ヒ ス タ ミ ン の 放出と胃酸分泌量は , 細胞 外 Ca2 十濃度 に
依存 して い るの に 対 し, ヒ ス タ ミ ン 刺激 に よ る胃酸分泌量は
Ca
2+ 濃度の 影響を うけな い こ と か ら3 ト姉 , Ca2 + が ヒ ス タ ミ ン の
放出に 深く関係 して い る と考え られ る. さ らに 壁細胞 に お ける
胃酸分泌機構に お い て , Ca2 十はふ た つ の 主 要経路に お い て 重要























Pe ntaga strin O.5 2nM Po ntaga strin O.5 2nM
alo n 8 十 IB M X 50い M
Fig. 8. Hista min e outputin the po rtalv ein after stim ulatio n
with O.52nM pe ntaga strin alo n e(1eft) orin c o mbin atio n
with 50J上M IB M X(right). T he r e s ults a re e xhibited as
m ean土SE M fr om six experirn e nts e a ch.
Fig. 9. Im m u n ohistoche mic al staining of histamin e in the
r at sto m a ch, Sho wing the strong stainingin the E C Lc ells･






)A T P加水分解酵素 , すな わ ち プ ロ ト ン ポ ン プ に
関連 した 経路 で あり , もうひ と つ は cA M P やCa
2十 依存性 の 蛋
白リ ン 酸化酵素に よ る膜輸送シ ス テ ム の 活性化に 関連 した経路
である . Sa ndvikらほ 単離濯流 ラ ッ ト胃 シ ス テ ム に お い て ∴濯
流液 の コ ロ イ ドと して ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン を 用い る と , 湾流液
の Ca
ヱ+
濃度に ばら■っ きが 見 られ る こ と を報告 して お り2T), 本研
究で ほ ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン の 代わ りに , Ca2 十結合能を 持た ない
デ キ ス ト ラ ン T 70を 使用 した . ま た 胃酸の 基礎分泌量 ほ ,
Ca2
+
の 濃度 に ほ影響 され ず, ペ ソ タ ガ ス トリ ソ 刺激 に よ る胃酸
分泌量は細胞外 Ca
2+ 濃度 が低い ほ ど多量で あ っ た と 報告 して
い る絢 . さ らに E C L細胞か ら放出 され る ヒ ス タ ミ ン 量は , 細胞
外 Ca2+ 濃度が 1.12皿 M で 最大 であ っ た こ と か ら2T), 本研究 でほ
血管床濯流液 の Ca2 +濃度は 1.1 2m M と したこ こ れ まで ガ ス ト
リ ソ 刺激単独 で 胃酸分泌を行うシ ス テ ム は報告 され て い な か っ
たが , 本研究 で は港流液中 コ ロ イ ド と して デ キ ス ト ラ ソ T70
を使用 し, Ca2十濃度を 1.12mM に 調整 した こ と に よ り , ペ ソ タ
ガ ス ト リ ソ 単独刺激 で 初め て 安定 した 胃酸分泌を行う シ ス テ ム
を確立 できた . これ は コ ロ イ ドと して デ キ ス ト ラ ン T 70 を使
用 し ∴堰流液中の Ca2+ 濃度を 1.12m M に 調整 した こ とに よ る
効果である と考 え られ た .
また 本研究で は , ペ ソ ク ガ ス ト リ ン の 刺激に よ っ て 胃か ら分
泌 された と 考えられ る ヒ ス タ ミ ン 量の 検討を 行 っ た . 胃湾流 シ
ス テ ム で は 門脈血 中 の ヒ ス タ ミ ン 真の 変化が , 胃に お ける ヒ ス
タ ミ ン 分泌量 の 指標 に な る と考え られ て い るた めユ耶 一 本研 究 で
も ヒ ス タ ミ ン を含む 血 管床潅流液を用い て検討 した . IB M X を
併用 して得 られ た 0.52nM の ペ ソ タ ガ ス ト リ ソ 刺激 に よ る門脈
血 中の ヒ ス タ ミ ン 量は , IB M X を使用 しなか っ た場合 と 同量 セ
あ っ た (図8). こ の ため ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ ー ゼ 阻害 剤 で あ る
IB M X は, ラ ッ ト胃か らの ヒ ス タ ミ ン 分泌 に 影響 を及 ぼ さな い
こ とが 示 され た . こ の こ とか ら ラ ッ †胃 に お ける ヒ ス タ ミ ン 含
有細胞, す なわ ち ECL 細胞 は , ペ ン タ ガ ス ト リ ン 刺激に お け
る細胞内二 次伝達物質と Lて cA MP を利用 しな い と 推察 され
た . またI B M Xを用 い た 場合 に は , 胃酸分泌量は 8倍 に 増加す
る こ とか ら , 壁細胞 に お け る ヒ ス タ ミ :/の 二 次 伝達物質 は
CA M P である こ とが確認 され た .
この 研究 にお ける もうひ と つ の 重要な課題は , ペ ン タ ガ ス ト
リ ン に よ る胃酸分泌作用が , ペ ソ タ ガ ス トリ ン 自身 の ホ ス ホ ジ
ュ ス テ ラ ー ゼ 阻害に よ る cA M Pの 蓄積 に よ るもの か どうか と
い う 点 で あ る . ヒ ス タ ミ ン に よ る 胃 酸分泌 ほ 壁細胞内 の
CA M Pを介 して 行わ れ るた め , IB M X を併用す る と ペ ン タ ガ ス
トリ ソ 自身 に ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ阻害作 用 が あ っ て も , そ の
作用ほ 確認できな い こ とに な る . こ れま で の 研究 に よ っ て 本シ
ス テ ム で は , IB M X を使用する こ とに よ り基礎胃酸分泌量が増
加す る こ と が明 らか に な っ て い る38). さらに IB M Xと ペ ン タ ガ
ス トリ ン , お よび H2受容体阻害剤である ラ ニ チ ジ ン (Ra nitid ト
n e)を 用い た研究で は , 紬m ol/l の ラ ニ チ ジ ン は基 礎胃酸分泌
量に は影響 しない が , ペ ソ タ ガ ス ト リ ソ 刺激に よ る胃酸分泌量
を ほ ぼ完全に 抑制す るこ とが証明されて い る珊 . 今 回 の 研 究 で
は , 5･2nM の ペ ソ タ ガ ス トリ ソ と 50恥M の ヒ ス タ ミ ン と を併
用 して 刺激した場合 と , 50恥M の ヒ ス タ ミ ン 単独 で 刺激 し た
場合を比較 して検討 した が , 両者間に ほ胃酸分泌量の 差 は認 め
られなか っ た (国5). 従 っ て , ペ ソ タ ガ ス トリ ソ に は ホ ス ホ ジ
ュ ス テ ラ ー ゼ阻害に よ っ て cAM P を上昇させ る作用は ない こ
とが 示さ れた . また壁 細胞 に ほ(ペ ソ ク ー)ガス トリ ソ 受容体 は
存在 しな い と 推察 され た . 以 上 よ り , ヒ ス タ ミ ン は (ペ ン
タ ー ) ガ ス ト リ ン に よ る 胃酸分泌刺激の メ デ ィ ェ ー タ ー で ある
と考 え られ た .
これ ま で 胃酸分泌刺激 の 壁細胞 へ の 伝達経路 に つ い て 二 つ の
仮設 が提唱 され , 現在に 至 る ま で 議論が 続い て い る . すな わち
Kahls o nら6)や Code に よ る , 胃酸分泌は最終的に すべ て ヒ ス タ
ミ ン を介 して伝達され る とす る ヒ ス タ ミ ン 共通最終 メ デ ィ ェ ー
タ 一 説 (histamin e c o m m o nfial m ediator the ory) と3" .
Gr os s m a nらに よ る , 壁細胞 に は ガ ス ト リ ン , ヒ ス タ ミ ン お よ
び ア セ チ ル コ リ ン の 三 種 類の 受容体 が存在 とす る多受容体説
(m ultiple r e c eptortheo ry)で あ る40). しか し H2受容体阻害剤の
投与に よ り , す べ て の 胃酸分泌刺激が阻害 され る こ と紺 , ま た
ア セ チ ル コ リ ン , お よび ガ ス トリ ン の 胃酸分泌作用 が ヒ ス タ ミ
ン を 介する こ と が証明され た こ と よ り3 2脚 3) , ヒ ス タ ミ ン が胃酸
分泌の 主 な メ デ ィ ェ ー ク ー で ある と 考え られ る よ うに な っ て お
り , 本研究 の 結果 と 一 致 して い る .
胃酸 分泌 に 関与するヒ ス タ ミ ン の 含有細胞に つ い て , 従来は
肥 満細胞で ある と考え られ て きた . しか し ラ ッ ト で は , 胃腺の
底 部 に 分布す る A P U D糸 (amin e pr e c u rs or uptake and
･decarbo xylatio n, A P U D)の 細胞 で ある E CL 細胞 が , ヒ ス タ ミ
ン を合成す る こ とが 明 ら か に な っ て お り , ヒ ト に お い ても
E C L細胞が ヒ ス タ ミ ン を 介 して 胃酸分泌機構 に 重要な機能を
果た して い る と考え られ て い る ト12) . 本研 究に お い て も ラ ッ ト
胃の P A P染色 で は , ヒ ス タ ミ ン は 主 と して E C L細胞 の 細胞
質内に存在 して い た . ま た ガ ス ト リ ソ は , E C L細胞 に お い て ヒ
ス タ ミ ン の 主 要な 生合成経路 で ある , ヒ ス チ ジ ン 脱炭酸酵素
(histidin ede c arboxyla s e, H D C) の 合成を 冗進 させ , 長期的に は
H D C含有細胞 で あ る E C L細胞 の 増 殖 を促す と さ れ て い
る小ト｣ ㈲. こ の こ とか ら, E C L細胞 に は ガ ス トリ ン 受容体が存在
す る と考え られ て い る . さ ら に H2 ア ゴ ニ ス ト で あ る イ ン プ ロ
ミ ジ ン (impr o midin e)を 用 い た 研究に よ り3 8), E C L細胞上 に ほ
自己抑制的 H2受容体(a uto regulatory H2r e C eptOr)が 存在する
と考え られ て い る . こ れ に 対 し壁細胞に は ▲ 機能的に ほ ガ ス ト
リ ン 受容体は必 要な い と考え られ , 本研究 で も壁細胞に おける
の ガ ス トリ ン 受容体 の 存在は 否 定的で あ っ た .
結 論
ウ ィ ス タ ー 系雄性 ラ ッ トを 用い て 単離潅流胃 シ ス テ ム を作製
し , 種 々 の 濃度 の ペ ン タ ガス トリ ン , お よび ヒ ス タ ミ ン 刺激に
よ り得 られ る胃酸分泌量 と , ペ ン タ ガ ス ト リ ン 刺激 に よ り
E C L細胞 よ り放出 され る門脈血中の ヒ ス タ ミ ン 量を検討した .
また ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 阻害剤 イ ソ プチ ル メ チ ル キ サ ン チ ン
(IB M X) を 併用 した 場合を比較検討 し, 次の 結論を得 た .
1 . 本研究 で ほ デ キ ス ト ラ ソ T 70を用 い た こ と , お よび 細胞
外 Ca2 +濃度を 1.12m M に 調整 した こ と に よ り , ペ ソ タ ガス ト
リ ソ お よび ヒ ス タ ミ ン の 単独刺激 に 対 し , 初 め て 用 量依存性 の
胃酸分泌を安定 して 行う単離濯流胃 シ ス テ ム を確立す る こ と が
できた .
2 . 0･5 餌M の ペ ソ タ ガ ス ト リ ソ 単独刺激 の 場合 , お よ び
50iLM の IB M X存在下に おけ る 0.52nM の ペ ソ タ ガ ス トリ ソ 刺
激 の 場合で は , 門脈 中に分泌 された ヒ ス タ ミ ン 量 は同量であ っ
た ･ こ れ に
.
よ っ て , E C L細胞に お ける細胞内 二 次伝達物質は
CAM P で ほない こ とが証明された .
3
.
500J瓜4 の ヒ ス タ ミ ン 単独刺激 の 場合, お よ び 5.2nM の
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ペ ソ タ ガ ス ト リ ソ と 500〃M の ヒ ス タ ミ ン 併用 刺激の 場合でほ ,
胃酸分泌量は同量 であ っ た ･ こ の た め ベ ン ダ ガ ス ト リ ン ほ ホ ス
ホ ジ ュ ス テ ラ ー ゼ 活性 に 影響を及ぼ さな い こ と が証明 され た .
また壁細胞上 に は (ペ ン ク ー) ガ ス ヤ リ ン 受容体は存在 し な い
と考え られ た .
4 . IBM X ほ, E C L細胞 の ヒ ス タ ミ ン 分泌 に 影響する こ と な
く ペ ソ タ ガ ス ト リ ソ 刺激に対す る壁細胞 の 胃酸分泌作用 を 9倍
に増幅 し, ヒ ス タ ミ ン 刺激 に よ る壁細胞か ら の 胃酸分泌量を 8
倍に増幅 した . した が っ て , 壁細胞 の 細胞内 二 次伝達物質ほ
c-A M Pで あ る こ と が 確認 され た .
5 . 抗 ヒ ス タ ミ ン 抗体を 用い た ラ ッ ト胃の 免疫鼠織学的検索
で は t ヒ ス タ ミ ン ほ 主 と して胃底部 に 存在する E C L細胞 の 細
胞質内に 認め られ た .
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Acid Sec retion a nd Hista mirLeRele as efr om Tota11y Is olated) Vas c ularly Perfused Rat Sto m a ch Syste m
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Key w ords gas打ic acidsecretion, tO talyis olated va s u c ularly perfused
rat sto m ach, pentagaS血 , histamine･ Phospho
-
diesterase
T his study w asperfor m ed to e xa min ethe ga 打ic acidoutputlevels stim ulated by pentag s血 orby hist amine
in the
impr ovedsystem ofthetotallyiso
lated･ V aSC ularlyperfusedrat sto m ach･ Itals o examined the effect ofcAMP levels o nhis
-
t狐in e rel asefro m entero chro m a伍 n
-1ike cells(ECL cells)stim ulated by pentagastrin alone or c on mitant Wi thaphospho-
diesteraseinhibitor,isobutyl m ethylx anthine(I B M X). In th is syste m, Ca
Z+ c o n c e ntration ofv ascularperfus ate w as adjusted
tol.12m M , anddextr anT70w as used as a collid･ hfusion ofv ariou s c on centrations ofpentagas血 orhistaminein the
vascularperfus atein cre ased gastric acid outputdosedependently･ Pe n tagastri
n(0･52nM)-induc ed gastric acid o utput
w as8.Oi l･8FL m Olhr, and 9-fbldincre m e nt ofga血 c acid o uq)ut(7 4･2 ±2･OFL m Ol伽うW aS Obtain ed fro m c onc omitantStim u
-
1ation ofpe ntagastrin(0･52 nM)withI B MX(50pM)･ Hist amin e(50FL M)
-induc ed gastric a cid output w as18･4 ±3･8
p m ol伽 and8-fbld incre m e n t ofgasdc acidoutput(13･4 ×10
1±9･5p m ol伽うw as obtained &o m c onc o mit an t Sim ulation of
hista mine(50FL M)wi th I B M X(50FL M)･ H istamine(500FL M)
-indu cedgastric acido utput w as24･8±6･3FL m Ol佃r, and gas
-
dc acidpr oduc ed by c o mbin edstim ulation ofpentag s血 (5･2nM)with histamine(5 00FLM)w as20･9±8･8FL m Ol伽
Which
didn otin creaseinresponseto the added pentagaS血 ･ Pe ntagas出n(0･52nM)-inducedhista mine rel aseinto theportalvein
w as46.6j=5.1 n m olhr. However, C O n C Omit an t S血 uladon ofpe ntag s血l(0･52 nM)withI B M X(5 0FL M)w as47･9±6･9
n m ol伽 Which w as un a蝕cted by phosphodiesteraseinhibiton･ The resultsindicatethat I BMX did n ot a触 ctthe hist amin e
release&o mE C Lcells stim ulated by pentagastrin, a nd pentagaS扇 nitself had n ophosphodiesteraseinhibitor
-1ike e蝕ct･
Thus,theseresultsde m onstrate the capacltyOf thetotal1yis olated･ V a SC ularlyperfusedratsto m achsyste mtop
rodu cegas出c
acid andpro vide a m odel for studyinglnter aCdo ns ofgastrointestinal pe Ptides, S u Ch aspentagaS打i
n or hist amine･ Andthe
res ults supportprevious obser vation s show lng that hist amin eislikelytobe the m ediator ofthe acidsec
re tagogue e触ct of
pentagaStrin ･
